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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

©Tragermaterial und seine Verwendung in einem Verfahren zur chromatographischen Trennung von 



Nukleinsauren 

Die Erfindung betrifft ein chromatographisches Tragerma- 
terial, dessen Hohlraume die ein- bis zwanzigfache Grd&e 
der groBten Abmessung der zu trennenden Nukleinsauren 
aufweisen. welches dadurch erhaltlich ist, daS ein Aus- 
gangstragermaterial einer HohlraumgroBe von 10 bis 1000 
nm, einer spezifischen Oberflache von 5 bis 800 m /g und 
einer KorngroRe von 3 bis 500 urn mit einem Silanisierungs- 
reagenz umgesetzt wird, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB das Silamsierungsreagenz mindestens eine bereits mit 
einem primaren Oder sekundaren Hydroxialkylamin umge- 
setzte reaktive Gruppe aufweist Oder eine mit einem Hydro- 
xialkylamin umsetzbare reaktionsfahige Gruppe wie eine 
Epoxigruppe oder Halogenatome enthalt, die in einer weite- 
ren Reaktionsstufe mit einem Hydroxialkylamin zur Reaktion 
gebracht wird. 



oe 
o> 
o 
m 

CO 

o> 

CO 
UJ 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 03 91 108017/305 



B/60 



RNSnnCIO: <DE 3935098A1 I > 



DE 39 35 098 Al 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Tragermaterial sowie seine Verwendung in einem Verfahren zur chromatographic 
schen Trennung von Nukieinsauren. 
5 Eine rasche und systematische Trennung und Isolierung von Nukieinsauren ist eine in zahlreichen Bereichen 
der Biowissenschaften, insbesondere auf dem Gebiet der Gentechnologie, anzutreffende Notwer digkeit Dabei 
ist haufig die Isolierung einer einzigen Nukleinsaurespezies aus einem Gemisch von oft mehr als 100 durchzufiih- 
ren. 

Die bekannten Chromatographieverfahren waren jedoch hinsichilich der erreichbaren Auflosung und Ge- 

10 schwindigkeit der Trennung in die einzelnen Molekiilspezies nicht befriedigend. 

In der US- A 40 29 583 wurde ein zur Trennung von Proteinen, Peptiden und Nukieinsauren geeignetes 
chromatographisches Tragermaterial aus Silikagel beschrieben, welches einen Hohlraumdurchmesser von bis zu 
50 nm aufweist, und an das mittels eines Silanisierungsreagenzes eine stationare Phase mit Anionen- oder 
Kationenaustauscher bildenden Gruppen gebunden ist, die mit den zu trennenden Substanzen in Wechselwir- 

15 kung treten. Das silianisierte Silikagel wird mit Wasser in Beruhrung gebracht, wobei die Gefahr besteht, daB die 
stationare Phase polymerisiert und die Poren des Tragermaterials schlieBt. 

GemaB der EP-B 01 04 210 konnen Nukleinsauregemische mit hoher Auflosung und bei hoher Durchsatzge- 
schwindigkeit in ihre Bestandteile aufgetrennt werden, wenn ein chromatographisches Tragermaterial verwen- 
det wird, bei dem der Durchmesser der Hohlraume das ein bis zwanzigfache der groBten Abmessung der jeweils 

20 zu isolierenden Nukleinsaure oder der grdBien Abmessung der groBten aller im Gemisch enthaltenen Nukiein- 
sauren bet rag t. Zur Herstellung des chromatographischen Tragermaterials wird dieses zunachst mit einem 
Silanisierungsreagenz umgesetzt, welches eine flexible Kettengruppe aufweist, die ihrerseits wiederum durch 
Reaktion mit einem Anionen- oder Kationenaustauscher bildenden Reagenz zum fertigen Tragermaterial 
umgewandelt wird. 

25 Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die chromatographische Trennung von biologischen 
Makromolekulen wie langkettigen Oligonukleotiden, hochmolekularen Nukieinsauren, t-RNS, 5SrRNS, 
165/23SrRNS, einstrangiger DNS (z.B. M13), doppelstrangiger DNS (z.B. Plasmiden und Bruchstucken genom- 
ischer DNS) mit gegenuber den Trennmoglichkeiten nach dem Stand der Technik verbesserter Auflosung bei 
hoher Durchsatzgeschwindigkeit zu ermdglichen. Die verwendeten Tragermaterialien sollen dabei in einem 

30 weiten Temperaturbereich einsetzbar sein und eine hohe Beladbarkeit ermdglichen. Weiterhin sollen hohe 
Anforderungen an Druckbestandigkeit und damit lange Lebensdauer des Tragermaterials erfullt sein. Das 
Material soil zudem eine schnelle Gruppentrennung der Nukieinsauren ohne Verwendung aufwendiger und 
kostenintensiver Apparaturen wie Hochleistungsflussigkeitschromatographieanlagen oder Ultrazentrifugen er- 
moglichen. 

35 Diese Aufgabe wird (iberraschend durch die Bereitstellung eines chromatographischen Tragermaterials ge- 
lost, dessen Hohlraume die ein bis zwanzigfache GroBe der groBten Abmessung der jeweils zu isolierenden 
Nukieinsauren aufweisen, welches dadurch erhaltlich ist, daQ ein Tragermaterial einer Hohlraumgrotte von 10 
bis 1000 nm, einer spezifischen Oberflache von 5 bis 800 m 2 /g und einer KorngroBe von 3 bis 500u,m mit einem 
Silanisierungsreagenz der allgemeinen Formel RjR2R3SiR4 umgesetzt wird, wobei Ri ein Aikoxirest mit 1 bis 10 

40 C-Atomen oder ein Halogenatom oder eine Dialkylaminogruppe mit Alkylresten mit 1 bis 6 C-Atomen ist, R2 
und R3 ein Kohienwasserstoffrest mit 1 bis 10 C-Atomen oder ein Aikoxirest mit 1 bis 10 C-Atomen oder ein 
Halogenatom oder ein durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe unterbrochener Alkylrest mit 4 bis 20 
C-Atomen ist, wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach durch Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Monoalkylamino, 
Hydroxy oder Aryl substituiert sein kann und R4 eine Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 20 C-Atomen oder ein 

45 durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe unterbrochener Alkylrest ist, wobei dieser Rest ein- oder 
mehrfach mit Halogen. Cyan, Nitro, Amino, Monoalkylamino, Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl und/oder 
Epoxi substituiert sein kann, insbesondere 
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CH 2 - CHj— CH 2 — O — CH 2 — CH — CH, 



und wobei die die Wechselwirkung mit der zu trennenden Substanz bewirkende flexible Kettengruppierung, die 
vorzugsweise eine Epoxigruppe tragt, anschlieBend durch Reaktion mit einem Hydroxialkylamin modifiziert 
55 wird 

ErfindungsgemaB kann das Silamisierungsreagenz auch eine bereits mit einem primaren oder sekundaren 
Hydroxialkylamin umgesetzte reaktive Gruppe aufweisen. 

Die Wahl des Hydroxialkylamins, wie Aminoethanol, Diethanolamin, N-Methylaminoethanol, 1,3-Aminopro- 
panol, 1.4-Aminobutanol, usw„ ermoglicht die Variation der Basizitat der lonenaustauschergruppe und damit 
60 eine Optimierung fur das jeweilige Trennproblem. 

AlsTrager kommen Kieselgel, Aluminiumoxid, Tuandioxid, poroses Glas oder Harze in Betracht. Die GroBe 
der einzusetzenden Tragerpartikel liegt — entsprechend dem Erfordernis, dem FluB des Eluenten nur einen 
geringen Widerstand entgegenzusetzen — vorzugsweise im Bereich von 50 bis 500u.m ( weiter bevorzugt im 
Bereich von 50 — 200u.ra 

t,5 Die nach dem Stand der Technik haufig verwendeten Diethylaminoethyl (DEAE)-Gruppierungen als Anio- 
nenaustauschergruppen ermdglichen — aufgebracht auf makroporose Kieselgelpartikel mit einem Durchmes- 
ser von 100 bis 200jim — nur einen relativ geringen Bereich fur die Elution einzelner Nukleinsaureklassen, wie 
z.B. Transfer-RNS, Messenger-RNS und einzel- oder doppelstrangiger DNS. Mit 0.4 Mol/I (von 0^5M bis 0.65M 
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KG) ist dieser Bereich fur eine stufenweise Elation der Nuk.e.nsSureklassen zu gering. wie sich aus den, 
"^°5:2KSS£™g durch Bindung von Hydroxialky.aminen auf den, Tr.gcr kann in ein- oder 
^SS'SSSS'Si der anorganische TrUger mi. einem A.kox.si.an. das die Hydroxia.ky.amingn.p- 

pen bereits entha.t, umgesetzt Pine I Imsetzune des Tracers mit einem A.koxi- oder Ch.orsi- 

Bei der zweistufigen Reakfon erfolgt zunachst *™*^j^j£™* u sw ) entha | t , un d in nachfolgender 
tan. welches reakoonsfahige Gruppen (z.B. EjP^>gPP^ 2^SS5^Sw5l".i- eingefuhrt. 
R ^^^^^7^ SSSOT.Se von Katajatoren w,e Buty.am.n oder 

gender Reaktion die Hydroxialkylammegebunden werde^ aufwe ndige technische Einrichtungen 

Proteine und niedermolekulare zel.ulare Substanzen elu.ert werden 
Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele veranschaulicht: 



Beispiel 1 



50 e Kieselgel einer spezifischen Oberflache von 10 m 2 /g und einem ^ T ^^^^ saV ° n 4 °° ^ 
W efde^2 stnieTbe. 170°C getrockne, m,t 300 ml getrocknetem Xylol. .5 ml S.Ian der Formel 
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NH — CH 2 CH 2 OH 



(C H30) 5 sSKCH 2 h-0-CH 2 CH- CH 2 -i>n--o 2 , 

OH 

trocknet. 

Beispiel 2 

50 g getrocknetes Kiese.ge. einer spezifischen OberHSche , von 23 [.-^^^^^S^J^flSS 
ser von 100 nm werden mit 300 ml S^^ et ^^ll^^^^^ unter AusschluB von 

und Methylenchlorid gewaschen und be. 105°C g e "°c k ""- N-Methvlaminoethanol versetzt und 16 

und getrocknet. 

Beispiel 3 
Beispiel 4 

50 g mit por*sem Si.iciumdiox.d Oberzogene G.askuge.n einer H***^™^^ 10 
wi in^is P *.2 m «Y-Gvcidyb^^^ 

u ^ P sl^^ "" d — end Beispid 1 

gewaschen und getrocknet. 
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Beispiel 5 

a) 0,07 g des erfindungsgemaB modifizierten Endproduktes aus Beispiel 1 wurden trocken in eine Stahlsaule 
(15x4 mm) gepackt und in einer HPLC-Anlage auf das Bindungs- und Elutionsverhalten von Nukleinsauren 
5 untersuchL 

Bei einem FluB von 1 ml/min, einer Detektorwellenlange von 265 nm wurden 5 Nukleinsauregemisch 
(tRNS [E. colil rRNS [E. coli], dsDNS [calf thymus]) injiziert. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten 
von 100% Eiuent A (50 mM Tris/H 3 P04, 20% C 2 H 5 OH, 4 M Harnstoff, pH 7,0) auf 100% Eluent B (50 mM 
Tris/H3P04, 20% C2H5OH, 4 M Harnstoff, 1£ M KCI. pH 7,0) in 10 Minuten. Das erhaltene Chromatogramm ist 
10 in der rechten Halfte der Figur dargestellt 

Eine deutliche Auftrennung der Gemischkomponenten ist zu erkennen. 

(Tris — Trishydroxymethylaminomethan) 

b) Vergleichsbeispiel 

15 

0,07 g Kieselgel, modifiziert gemaB EP-B-01 04 210 mit Diethylaminoethanol (gleiches Ausgangskieselgel wie 
unter Beispiel 5a) wurden ebenf alls trocken in eine Stahlsaule (15x4 mm) gepackt und in einer HPLC A nlage auf 
das Bindungs- und Elutionsverhalten von Nukleinsauren wie unter Beispiel 5a untersuchL 

Das Ergebnis ist im linken Chromatogramm der Figur dargestellt, die Peakuberlagerung zeigt, daB es nicht zu 
20 einer sauberen Auftrennung der Gemischkomponenten kommt. 

Patentanspruche 

1. Chromatographisches Tragermaterial, dessen Hohlraume die ein- bis zwanzigfache GroBe der groBten 
25 Abmessung der zu trennenden Nukleinsauren aufweisen, welches dadurch erhaltlich ist, daB ein Ausgangs- 

tragermatenal einer HohlraumgroBe von 10 bis 1000 nm, einer spezifischen Oberflache von 5 bis 800 mvg 
und einer KorngroBe von 3 bis 500u,m mit einem Silanisierungsreagenz umgesetzt wird, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Silanisierungsreagenz mindestens eine bereits mit einem primaren oder sekundaren 
Hydroxialkylamin umgesetzte reaktive Gruppe aufweist oder eine mit einem Hydroxialkylamin umsetzbare 
30 reaktionsfahige Gruppe wie eine Epoxigruppe oder Halogenatome enthalt, die in einer weiteren Reaktions- 

stufe mit einem Hydroxialkylamin zur Reaktion gebracht wird. 

2. Chromatographisches Tragermaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Grundtrager- 
material Kieselgel, Aluminiumoxid,Titandioxid, poroses Glasoder Polymerharztrager ist. 

3. Chromatographisches Tragermaterial nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Grund- 
35 tragermaterial eine PartikelgroBe zwischen 50 und 500(im aufweist. 

4. Chromatographisches Tragermaterial nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Grundtrager- 
material ein makroporoses ICieselgel einer PartikelgroBe zwischen 1 00 und 200um ist. 

5. Chromatographisches Tragermaterial nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. daB die 
mit dem Hydroxyalkylamin bereits umgesetzte oder reaktionsfahige Gruppe, die an das Silanisierungsrea- 

40 genz gebunden oder darin eingefuhrt werden kann, die y-Glycidyloxypropylgruppe ist 

6. Chromatographisches Tragermaterial nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
das eingefiihrte Hydroxialkylamin Aminoethanol, Diethanolamin oder N-Methylaminoethanol ist. 

7. Verfahren zur Trennung von Nukleinsauren unter Verwendung der chromatographischen Tragermate- 
rialien gemaB einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Elution unter Verwendung 

45 eines Salzkonzentrationsgradienten in einem Salzkonzentrationsbereich groBer gleich 1 Mol/I durchge- 

fiihrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB Oligo- und Polynukleotide im GroBenbereich 
von 30 bis 50 000 Basen getrennt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Elution unter fur die isolierenden 
50 Spezies optimalen Puffer-, pH- und Temperaturbedingungen durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeitig Polysaccharide, 
Proteine und niedermolekulare zellulare Substanzen bei Salzkonzentrationen bis zu 03 Mol/I eluiert wer- 
den. 



55 Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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